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Abstract
Insectmetamorphosisiscontronedbyecdysteroidssecretedfieomtheprothoracic
glands(PGS).ThePGsareactivateClbyprothoracicotropichormone(PTTＨ),and
areunderthefbeClbackcontroLThePGsretainthesecretoryactivityand
responsivenesstoPTTHthroughthelarvalperiod・However>ｔｈｅＰＧｓｉｎｔｈｅｅａｒｌｙ
ｌａｓｔ(fiftll)instarareumque,ｉ､etheyexhibitneitherbasalsecretoryactivitynor
responsivenesstoＰＴＴＨ、Thisinactivityisconsideredtoｂｅｔｈｅｃｕｅｌｅａｄｉｎｇｔｏｔｈｅ
ｐｕｐａｌｍｅｔａｍorphosis・ＩｆｉｒｓｔｅｘａｍｉｎｅｄｔｈａｔｔｈｅＰＧＳｉｎｔｈｅｅarlyfifthinstarare
inactiveatleastattheClownstreamofPTTHsignaltransductionfromcAMPMI1o
examinethefbeClbackeffbctsontheinactivePGs，Imeasuredthesecretory
activitiesofPGsoflarvae,whichwereinjectedwith20-hydroxyecClysone(20Ｅ:an
activefbrmofecdysteroid)２４hoursbefbreClissection,fromthethirdtothefburth
instarThePGsoflatefburthinstarlarvaeexhibitedastronginhibition・Inaddition，
thePGsofthelarvaelackingcorporaallata(ＪＨ)recoveredthesecretoryactivity
fiPomthefbedbackinhibition48hoursafter20Einjection,whereasthePGsofintact
larvaedid，trecoverfiPomtheinhibition・Combmeddatasuggestthatthesensitivity
ofthefburthinstarPGsto20Eincreasestowardthefifthinstar>andJHmaintams
theinhibitedstate・IalsodeterminedtheClevelopmentalpromesofEcRanClUSP
isofbrmsinconjunctionwiththeeffectsofthechangesinthePGsensitibitytｏ２０Ｅ．
概要
カイコガは完全変態昆虫であり、幼虫から幼虫への脱皮を４回行った後、成虫へと脱
皮する。昆虫の変態は主にステロイドホルモンである脱皮ホルモン（ecdySone）によ
って制御されている。Ecdysoneは胸部に一対ある前胸腺で合成、分泌され、前胸腺の
ecdysone分泌活性は、脳の神経分泌細胞で合成される前胸腺刺激ホルモン（PTTＨ）
によって活１１生化する。前胸腺のecdySone分泌活性、およびPTTＨによる分泌の上昇は
幼虫期を通してみられる。ところが、幼虫期の最終齢（５齢）の始めでは、脳からの
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PTTＨ分泌があるにも関わらず、前胸腺は全くecdysoneを分泌しなくなる。この前胸
腺の不活性化は体液中のecdysteroiCl濃度を減少させる。体液中のecdysterOidの減少
はアラタ体（CA）を不活性化させ、ＣＡから分泌される幼若ホルモン（ＪＨ）の減少を
引き起こすことが知られている。ＪＨは「現状維持」の役割を担うホルモンだと考えら
れており、ＪＨ存在下では幼虫は幼虫へと脱皮し、ＪＨ非存在下で幼虫は蝿へと変態す
る。つまり、５齢初期での前胸腺の不活性化が、濃度を低下させることで、幼虫を螺
へと変態させるといえる。この前胸腺の不活性化を蝿変態への最初のきっかけと考え、
その原因を調べた。
一対ある前胸腺は、左右どちらも同様にecdysoneを分泌することが分かっている。
前胸腺のbasalな活性を、培養液のみで培養した時に分泌されたecdysone量を測定す
ることで示した｡測定はradioimmunoassay（RIA)で行った｡前胸腺の培養液にＰＴＴＨ
を添加すると、それに応答して前胸腺はecdysone分泌量を上昇させる。ＰＴＴＨに応答
したときのecdysone量をbasalな分泌量で割って比をとることで（Activationratio：
Ar)、その時期の前胸腺のＰＴＴＨへの応答能を評価した。また、ＰＴＴＨとして、５齢の
脳粗抽出物を使用した｡脳粗抽出物には、ＰＴＴＨと拮抗して前胸腺を抑制する前胸腺抑
制ペプチド（PTSP）が含まれることから、分子量10,000以下の分子を限外濾過で除
去してＰTSPを除いた脳粗抽出物を使用した。
ＰＴＴＨはｃＡＭＰを２次伝達物質として前胸腺のecdysone分泌を上昇させる。ｃＡＭＰ
の類似物dbcAMP、あるいはcAMPphosphodiesteraseinhibitorのIＢＭＸを前胸腺の
培養液に添加すると、細胞内ｃＡＭＰ濃度が上昇してecC1ysone分泌が上昇する。４齢前
胸腺ではdbcAMP､IＢＭＸによってecdysone量は上昇したが､５齢初期の前胸腺では、
全く分泌がみられなかった。このことから、不活性な状態の５齢初期の前胸腺はPTTH
signaltransductionの少なくともｃＡＭＰ以降が働いていないことがわかった。
５齢初期の前胸腺はＪＨに抑制されていることが分かっている｡５齢３日になると、
濃度が低下するため、前胸腺は活性を回復する。この５齢前胸腺活性の回復は、ＪＨ類
似物のメソプレン（JHA）を１１１９塗布することにより遅延する。そこで、４齢幼虫に
JHAを塗布して前胸腺のbasalな活性とPTTＨ応答活性を調べたところ、ｍtactの幼
虫の前胸腺と違いが見られなかった。このことから、ＪＨに対する応答が４齢と５齢で
は異なることが示唆された。またＪＨＡの、前胸腺のdbcAMP、ＩＢＭＸ応答への影響を
調べたところ、ＩＢＭＸへのＡｒに違いが見られたことから、ｊ｢ＨがcAMP
phosphodiesterase活性に影響を与える可能性が考えられる。
３齢の体液中のecdysteroid濃度変化を調べたところ、ecdysteroid濃度ピークは３
齢脱皮後５２時間でみられ、その後は１０~２０，９/ｍｌ程度まで減少した。これは４齢の初
期の体液中ecdysteroid濃度とほぼ同じであった。一方４齢ではピークは脱皮後Ｇ８
時間でみられ、その後、ＲＩＡの検出限界値以下まで減少した。また、５齢に脱皮した後
もecdysteroidは検出限界値以下だった。つまり、３齢ではecdysteroidピークの後、
前胸腺活性は完全には抑制されなかったが、４齢では完全に抑制されたといえる。体液
中のecdysteroidの濃度変化は､前胸腺の正/負のフィードバックによって調節されてい
ると考えられている。そこで、前胸腺のフィードバックによる調節が不活性化に関係す
るか調べた。
Ecdysoneの活性型である20-hydroxyecdysone（20E）を幼虫の第一腹足に注射し、
２４時間後のbasalな前胸腺活性を測定した。注射を行ったのは３齢５４時間と４齢１８
時間、４齢４８時間の３点である。対照として２０回の溶媒である水を注射した。対照と
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なる幼虫の前胸腺活性を100％とし、２０回を注射したときの前胸腺活性が抑制された割
合を､２０Ⅱ投与量に対する抑制比として計算し比較した。そのﾂﾞ結果､８齢５４時間と４
齢１８時間では、抑制の強さに違いがみられなかった。一方、４齢４８時間の前胸腺は他
の２点と比べて有意に強く抑制がみられた。このことから、前胸腺の負のフィードバッ
クはく…５齢に近づくにつれて強くなっていくと示唆された。５齢前胸腺は、負のフィー
ドバックが強くなることで、完全に抑制されてしまうと考えられる｡また､PrTH…応答
への２０Ｅ注射の影響もみられたが、Basalな活性が維持されているときでは、２０Ｅに
抑制されていたとしても、ＰＴＴＨへの応答も維持されていた｡
５齢初期の幼虫からＯＡを摘出して体液中のｊＨを除去すると数時間後には前胸腺の
活性が回復することから、５齢前胸腺の不活性状態はＪＨによって維持されていると考
えられている。そこで負のフィードバックとＪＨとの関係を調べた。脳とＯＡを除去し
た個体（Ｂｒ/CA）と除去していない個体（intact）に２０回を投与し、それぞれの２４，
４８時間後のbaSalな前胸腺活性とPTTＨ応答を調べた。Intactでは、0.41』g投与した
とき､２４時間後､basalな活性はＯ４９ｎｇ/glandでＡｒは４．５だった｡４８時間後ではbasal
な活性は０６８，９/glandと２４時間後と比べて前胸腺の活性は回復し、またＡｒは１９．１
だった。また、２０Ｅ１１Ｌｇを、tactに投与したときでは、２４時間後にbasalな活性も
PTTＨ応答もみられていたが、４８時間後には完全に消失した。前胸腺は２０回による抑
制が強くなると、４８時間後に活性を回復することができず、不活性になると考えられ
る。これは、５齢初期前胸腺は負のフィードバックが強くなることで不活性になるとい
う先ほどの仮説と一致する。最も注目すべきは、１Ⅱｇ投与したＢｒ/ＣＡの前胸腺活性で
ある。２４時間後ではbasalな活性、PTTＨ応答ともにみられた。また、４８時間後での
前胸腺のbasalな活性は０．４８，９/gland、Ａｒは２．６であった。このように、ＪＨの存在
しないＢｒ/ＣＡでは４８時間後にbasalな活性もPTTＨ応答も維持されていたのに対し、
ｍtactでは前胸腺は不活性であった。前胸腺は、ＪＨ存在下では負のフィードバックか
ら回復しにくいといえる。つまり、ＪＨは負のフィードバックによる前胸腺の不活性状
態を維持する役割を担っていることが示唆される。
Ecdysonereceptor（ECR）は２０回の核レセプターで、mtraspiracle（USP）と
lleteroClimmerを形成して機能する。ＵＳＰはほ乳類のＲＸＲのhomologである。ＲＸＲ
は､多くの核レセプターと２量体を形成する分子であり、リガンドは見つかっていない。
カイコガと同じ鱗翅目のMmduczIsextaではＵＳＰのisofbrmはUSP-1、USP-2の二
つが得られており、そのうちUSP-2が前胸腺の２０Ｅによる抑制に深く関わっていると
いう示唆があるbこれまでカイコガではUSP-1しか得られていなかったため、今回
ＵＳＰ２ｃＤＮＡをクローニングしたところ、カイコガUSP-1とUSP-2は、Manauca
Sextaと同様、５'末端のＡ/Bregionの一部にそれぞれに特異的な配列を持ち、その下流
は同一の配列を持っていた。また、予想されるアミノ酸のUSP－２特異的な配列は鱗翅
目のなかで保存性が高かった。またＥＣＲは、カイコガではＡ、Ｂ１こつのisofbrmsが
分かっている。
まず、４齢から５齢の前胸腺のＥＣＲとUSPisofbrmの発現をrealtilnePCRで定量
した｡その結果､ＥＣＲではEcR-Aが優勢であった。カイコガの幼虫特異的な組織では、
ほとんどの場合ＥｃＲ－Ｂ１が優勢で、後部絹糸腺のみECR．Ａが優勢である。これらのこ
とから、EcRisofbrmは組織特異的に発現を調節されていることが示唆される。また、
ＥｃｌＭでは体液中のecdysteroid濃度変化に伴って発現量の増加がみられ、逆に
ＥｃＲＢ１ではecdysteroid濃度の高いときに発現が減少し、ecdysteroid濃度が低くな
ったときに発現の増加がみられた。USPisofbrmでは、USP-1が、ＥｃＲ－Ｂ１と同様に、
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体液中のecdysteroidによって発現が抑制されているようなパターンを示した。USP-2
については、ecdysteroid濃度の上昇によって、若干発現量が上昇しているよう見える
が、顕著な一致はみられなかった。発現量はUSP-1が遙かに多いのだが４齢４８時間
から８４時間の問だけ、USP-2の発現量が上回った。この４齢４８時間とは、２０Ｅ注射
によって前胸腺の抑制が最も強くみられた点と一致する。このことから､USP-2が２０回
による前胸腺の抑制に関与している可能性が示唆された。また、前胸腺がＪＨによって
不活性状態を維持されている５齢初期ではＵＳＰ１が遙かに多く発現している。ＪＨの
影響にはUSP-1が関与している可能性が示唆される｡そこで､20回を投与した後のＥＣＲ
とUSPisofbrmSの発現を調べたが、一貫した結果は得られなかった。ＵＳＰあるいは
ECRのisofbrm特異的な前胸腺活性への関与は示唆されたが、USP-2の発現パターン
からみても発現が２０回によって単純に調節されているわけではないことが伺える。
以上の結果をまとめる。前胸腺はフィードバックによる調節を受けており、４齢から
５齢に近づくにつれて負のフィードバックによる調節は強くなる。おそらくUSP-2を
介して抑制される。強い負の抑制を受けた前胸腺は不活性となり、PTTＨにも応答しな
い。この不活性状態はＪＨによって維持される。負のフィードバックによる強い抑制を
受けていない４齢前胸腺ではJHAによって活性に影響を受けないことから、強い抑制
を受ける前と後、つまり４齢と５齢でＪＨに対する感受性が変化すると考えられる。
学位論文審査結果の要旨
昆虫の後胚発生はアラタ体の幼若ホルモン分泌動態と前胸腺の脱皮ホルモン、エクジソンの分泌動態によ
り調節されている。カイコガの終令幼虫は次の脱皮時には蝋へと変態するが、申請者は次が蝋変態である
事を決める要因が何かについて検討した。その結果、５令初期の前胸腺の完全な不活性化が原因と考え、こ
の不活性化をもたらす内分泌機構とその分子背景の解明を試みた。その結果、５令初期の前胸腺の不活性化
には２０－ヒドロキシエクジソンによる負のフィードバックが強く関わっており、フィードバックの強さは
３令及び４令初期にはそれほどではないものの、４令中一終期では非常に強くなること、５令初期での負の
フィードバックによる抑制状態は、幼若ホルモンにより維持されていること、この時の抑制は前胸腺刺激ホ
ルモン受容体一ｃＡＭＰ系より下流で調節されていること等を明らかにした。また、フィードバックに強い
関わりがあると考えられるエクジソン核受容体（ECR）とそのパートナー分子であるＵｓｐのそれぞれ２種の
isofbrmの発現動態を検討した結果、それぞれに４令中一終期に特異的な変化があることを見いだした。特
異的変化の意味づけには至らなかったものの、以上の成果は昆虫の後胚発生の内分泌調節に新たな視点を加
えるものであり、審査員一同は、本論文は学位（理学）を授与するに足るものと判断した。
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